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はじめに
アイソザイムとは一個体の生物のある組織に由来し，
一定の酵素機能を共有する蛋白の多分子形のことである。
血液や尿などの体液あるいは組織ホモジネートi液等の試
料中の成分を電気泳動で分離した後，ゲルを酵素染色し
た時に観察されるバンドのパターンのことをzymogram
というが，一種類の酵素について 2本又はそれ以上のバ
ンドが生ずる場合が多い。一般に，このような酵素をア
イソザイムと呼んで・いる。1)即ち，同じ酸素基質特異性を
持っか電気泳動法のような適当な方法により分灘できる
酵素蛋白のことである。2)最近，種今の酵素のアイソザイ
ムの存夜が明らかにされるようになり，アイソザイムパ
ターン及びそれらの活性値の変動と疾患の関係が論じ ら
れるようになってきた♂しかし，酵素活性の変動やアイ
ソザイムパターンの変化は，病態にf半う種々の原因によ
ってのみならず遺伝的にも変動がもたらされることが知
られている。たとえ同じ病的変化が生じたとしても，怠
者個人の遺伝的背奈の個体差によって必ずしも同じよう
なアイソザイムパターンの変化がおこるとは限らないこ
とを示しているJ又，アイソザイムの研究により，多数
のi宣伝的変異型が発見されでいる。1)従ってアイソザイム
パターンの変動と疾患の関係を，よりよく知り疾怠のよ
り適確な診断法を確立するための基礎として，健常者に
おけるアイソザイムパターンの個体差について知見を深
めることは意義あることと考える。そこで今回，酵素活
性が比較的安定で操作が容易であり， 一方，酵素診断法
として歴史が古く腕疾怠の診断に際し広〈用いられてい
る尿中アミラーゼについて，そのアイソザイムパターン
の個体差を検討することを目的として以下の研究を行な
った。
( 1 ) 
ヒ卜のアミラーゼは，でんぷんやグリコーゲンのよう
な多種類のι1.4glucoside結合を無差別に分解するα-
amylase (αー1.4glucan.4-glucanohydrolase)である。5)
脈，唾液腺をはじめ卵管，目干，小腸等多くの臓器にアミ
ラーゼ活性の存在が報告 5)されている。 しかし，ヒ トで
は豚と唾液腺以外でアミラーゼが産生されるという確証
は得られていない。ラ yトのE干のアミラーゼ産生は認め
られているが，ヒトの肝では産生というより貯留である
と考えられている。又卵管アミラーゼの存在， 肝療によ
るアミラーゼ異所性産生等の報告 5)もあり，腕や唾液腺
のアミラーゼとは異なるアミラーゼが，血中や尿中に存
在する可能性は充分にある。しかし，その占める比率は
低<，正常状態では血清及び尿中アミラーゼは，H革臓と
唾液腺から由来したものであると考えても間違いはない
であろう。
先にも述べた如く本研究では児童の尿中アミラーゼア
イソザイムパターンに，どのような個体差がみられるか
を検討するとともに，アイソザイムの研究により従来未
知であった多数の遺伝的変異型が発見されているが，ア
ミラーゼアイソザイ ムについても変異型アイ ソザイムが
存在することが報告されているので，変異型を見つけ出
すことも本研究の目的のーっとした。
研究方法
対象 :大阪市内幼稚園及び小学校の園児，学童(4才
-12才)699名と堺市内養護学校の児童生徒(6才-1伺7)
213名計， 912名である。(表 1) 
獄料 :早朝第一尿をポリエチレン製容器に採取して冷
凍保存し 2日以内に分析した。
アミラーゼアイソザイムの電気泳動的分隊法:荻田ら 併
の開発した薄層ポリ アクリルアミドゲル電気泳動法によ
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表- 1 対 象児童
年令制
小学生 繁護学校児童生徒幼維
1児 低学年 以中学生上
J十
性別 高学年 低学年 品字年
男子 93 137 102 43 39 50 464 
女子 103 133 131 16 28 37 448 
言十 196 270 233 59 67 87 912 
った。
1 )ゲル薄層の調製 :ゲル調製用溶液A，B， C， 0液
をA:脱イオン水 :B:C:O=2:2:2:1 1 
の割合に混合して単体触媒混合溶液とし，これを型に
流し込んで固め，厚さ 1mmのゲソレ薄層板を調製した。
A液:Acrylamide 19.0g 
B】s(N，NニMethylene-bis-acrylamide)1.0 g 
脱イオン水に溶解して100mlにする
B液:Tris (hydroxymethylamino methane) 22.8 g 
1 NHCl溶液30.0me
脱イオン水に溶解して250mlにする。
C液 :Ammonium Persulfate 240mg 
脱イオン水にj容解して100mlにする。
D液 :N，Nニtetramethylethylendiami (TEMEO)2me 
目見イオン水で100mlにする。
2 )電気泳動条件
電極用緩衡液 :Bori c acid 37 g 
NaOH 4 g 
脱イオン水で溶解して1000meにする (PH8.2)
使用時2f音に稀釈する。
ゲル薄層板の試料滋にマイクロピペットで7μtの試
料を入れ，制ヰ滋を陰懐f~IJとして Tri s-HCl / Boricacid-
NaOH不連続緩衡液系でゲル薄層板1cmあたり 1.0mAの
定電流のもとに10.C以下の冷蔵庫内で2時間水平電気
泳動を行なった。
3 )アミラーゼ活性検出
電気泳動終了後，ゲル薄層板を， NaCl 0.2%を含む
1.0%可溶性澱粉溶液に30分間浸潰して，十分ゲル内に
澱粉を浸潤させた後，澱粉溶液を捨て，ゲル板のみを
37"(;の恒温器内で90分反応させた。次いで，ゲル薄層
板を 5%酢酸溶液に 5分間浸潰し反応、を止めるととも
に，ゲル薄層を酸楼条件にした後， 51;音に稀釈した12-
Kl溶液(ヨウ化カリウム13g，ヨウ繁7gを脱イオン
水に溶かして1000mlにする)で染色した。この方法で
は，アミラーゼ活性の存在する部分は，浪紺の背景に
淡黄色ないし透明のバンドとして認められた。この色
は変化しやすいので，直ちにゲル薄層板をガラス板の
上に載せ，ガラス板の下に印画紙を敷いて直接露光さ
童
?
せて現像定者した。
研究結果
I 児童尿中アミラーゼアイソザイムの分隊
前述の分離条件で，健常児の尿中にはアミラーゼアイ
ソザイムが， 2個認められるものと 3個認められるもの
があった。従来の報告十24)を参考に して，これらの2個
あるいは3個の分画のうち，陰極側から数えて， 1本日を
P分間 2本日と 3本目をS分画と命名した。P分画1;'.
勝アミラーゼ， S分画は唾液アミラーゼに相当する。ご
のように，個体によって分間数が異なるだけではなく，
各分闘の鮮明度にも個体差がみられた。そこで，分薗数
や各分画の鮮明度によって 4つのパターンに分類した。
図1に分画図とその Schemaを示した。 即ち，各分画の
鮮明度にはそれぞれ段階があるが，分画数が2本で分画
PとSの鮮明度における相対的強弱により，鮮明度が，
①PがSより強い{列(P型)，②PがSより弱い例(S型)，
③PとSがほぼ等しい例(PS型)の3型と，更にもう 1
型④3本の分画が検出された例(PS S型)の4つのパタ
ーンに分類することができた。
H 変異型の検出
大槻らは，P分画より陰極側に， ftfJち，正常人とは
ま ったく 移動度の相違する変異~アイソザイムが存在す
ることを報告している。しかし.今回検査した 912例中
1例にも変異型は検出されなかった。
m Zymogramの再現性
i)同一試料の保存による変動
同一試料を冷凍保存した場合，試料により多少異なる
が，おおむね一週間保存ではパターン並びに鮮明度に変
化はみられなかったが，採尿後，約二週間以後急激に活
性が低下し，同じ分離条件下では何も検出きれなかったo
i)一個体の日差変動
P型， S型， P S型， P S S型の各パターン別に 1例
ずつ選び，それぞれ 2-3回採尿し電気泳動を行ったと
ころ，一個体内におけるパターンの変動はみられなかった。
N 尿中アミラーゼアイソザイムパターン別頻度
表2に，健常児の尿中アミラーゼアイソザイムパター
ン別頻度を示した。 これを年令層別，男女別にみると，
図2図3に示す通りで，パターン別頻度に年令差，性差
はみられなかった。又養護学校児童生徒における尿中ア
ミラーゼアイソザイムパターン別頻度を表3に示した。
図4に示す如く健常児との聞に差はみられなかった。そ
こで，全被検者をまとめてパターン別頻度を算出した。
その結果は表4に示す通りで， P型が77.2%， S型が8.2
%， PS型が12.1%，PSS~が2.5%となった。
( 2 ) 
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図-1 尿中アミラーゼアイソザイムの出現パ ターン
表-2 健常児の尿中アミラーゼ 岬
アイソサイムノf ターン ~IJ，Uil.i!
幼稚園児 小平生低学年 小学生向学年
ヲ1 女 男 1; :'n 虫:
p 168(73.1) 79(76.6) 102(74.4) 106(79.7) 73(71.6) 106(81.0) 
s 1 9( 9.7) 8( 7.8) 1 ( 8.0) 3( 2.3) 13(12.7) 10( 7.6) 
PS 12(12.9) 1 (10. 7) 2(18.1) 20(15.0) 16(15 9) 1(8.4) 
PSS 4( 4.3) 51 4.9) 2( 1.5) 4( 3.0) 。(0) 4( 3.0) 
93 103 137 13 102 131 
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図-3 尿中ア ミラーゼアイソザイム
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図-2 尿中アミ ラーゼアイソザイム
パ ター ンの年令別分布
表一3 主養E滋J
アイソ寸ザyイムパ夕一ン 別虜頻lIi皮E 
小下校低学年 小?j":，:'i予年 '1'学'主以 1:
型 !Jl k フj L正 !Jl k 
P 130(69.8) 14 (87 .4) 30(76.9) 23(82.1) 43(86) 30(81. J) 
s 1 5(11.6) 1 ( 6.3) 6(15.4) 4(14.3) 3( 6) 2( 5.4) 
PS 7(16.3) 。(0) 3( 7.7) 1 ( 3.6) 4( 8) 3( 8.1) 
PSS 1 ( 2.3) 1 ( 6.3) O( 0 ) O( 0 ) 。(0) 2( 5.4) 
43 16 39 28 50 37 
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図-4 健常児と養護学校児童生徒の以中アミラーゼア
イソザイムパターンの分布
表-4 成中アミラーゼアイソザイムノfターン別頻度
日l! '，~';児 建議'字校児活生徒
P 日4(76.4) 170(79.8) 704(77 .2) 
s 54( 7.7) 21( 9.9) 75( 8.2) 
PS 92( 13 .2) 18( 8.4) 1l0( 12.1) 
PSS 19( 2.7) 4( 1. 9) 23( 2.5) 
，1十 699 213 912 
)は%
考察
糖分解両手素として fiE も大きな役;~'J をもっアミラーセ'1;1: ，
主として)J判蔵と唾液腺で生成される。この二つのアミラ
ーゼは種々の点で異なり，勝アミラーゼの分子量は54，000
文， ，唾液アミラーゼには63，000と45，600の分子蛍が異な
る三種類のアミラーゼがあると報告目されている。この
{也gelfiltl'ationやcolllmnchromatographyあるいは電気
泳動等の各種分離j去によっても両アミラーゼは分離が可
能である。
更に最近ポリアクリルアミドゲル電気泳動法により，
腕アミラーゼ1;:3つのアイソザイムlこ，唾液アミラーゼ
は6つのアイソザイムに分雌されることが報告昨日)され
ている。
尿l.jJには， )J革アミラーゼと唾液アミラーゼの両方が存
在し，尿中アミラーゼを電気泳動により分離すると，世.I!
?古者では， )1干アミラーゼ由来と ，唾液アミラーゼ由来の
アイソザイムのうちのそれぞれ 1本が強いアミラーゼ活
性を呈し， 2分l函が険Hjされることが，数人の研究者に
よって'W告 2).12ト 1')されている。ただト主体によって，ある
いは分離条件によ っては，この 2分[!Iijの他 に，mlnOl・成
分が2-41岡山現することもあり，大槻ら刀 15)1土，尿中
には7-81回のアミ ラーゼアイソザイムが存住する可能
藍
( 4 ) 
学
性がうかがえると述べているが，本研究においては，対象
児の97.5%が2分画，残りの2.5%が 3分画で¥大多数の
研究者の報告と同様2分闘が検出されたものが圧倒的に多
か った。とこ ろで 3分闘が検n~ されたのは，日垂液アミラーゼ
アイソザイムのうち正常者では.mlnOl'成分で、ある一つが，
ma)ol成分と間程度の活性を持 ったためと考えられる。
大槻ら 7)161やOjala17)らも ，このような例が存在するこ
とを認め，遺伝的検討を必要とすると述べている。
病的状態において， J船首及び尿中の各アミラーゼアイ
ソザイムの活性fu'[が変動する。峻液腺疾恋、で(;I:i唾液腺由
来分画(S)が上昇し， )J判英忠では脈由来分iID(P)が上昇
するので，これらの分画を定量的に測定して求めた)JV!t
/1唾液型アイソザイムの比率(P/ S)が，腕臓疾患，耳
下腺族法、によるおアミラ ーゼ血症の鑓別に利用されてい
る13)18} 。
ところで，正常尿では， P分l耳lがS分画より，いつも
i舌1生が1:-]いといわれている。2)や杓幸ら121.1')も， P分i可|が
68土8%，S分圃が32土8%で常に P分画のカが{憂勢であ
ると述べている。 これは)1平アミラーゼの方が，1垂液アミ
ラーゼに比し腎からのクリアランスが大きいからである
といわれているJ6)このように，一般に，正常尿中アミラ
ーゼアイノザイムパター ンは， Pf憂勢型と考えられてい
るが，本研究において，両分闘の鮮明度によって分類し
た結果では，P優勢型が対象児の77.2%と圧倒的に多か
たが，S優勢型や両分画が等しい32!も存在し，個体差が
あることを認めた。
l唾液アミラーゼと)J草アミラーゼの活性は，年令によっ
て奨なった発注を示し，19)1垂液アミラーゼは妊娠8ヵ)Jの
羊水rlJに既に検出される201が，その活性はあまりI曽}11せ
ず，唾液アミラーゼは，新生児で0.55lI ni ts から 1 6 力 I~
で1.27 uni tsと，約 2-3倍程度のI将力1であるのに対し，
伴アミラーゼは，新生児I示では殆んど検出されないが，
年令とともに活性が上昇し， 16ヵ月で1.45unitsとなり唾
液アミラーゼよりも{愛勢となると報告19)されている。
文，大槻ら211は乳幼児の血i古アミラーゼについても，
その活性は生後8ヵ)-jまでは成人正常飽の下限以下と低
いが，これはア ミラーゼアイソザイムの分析から，I¥'.ア
ミラーゼ活性が低下していることによることを明らかに
した。又，血清アミラーゼ活性は年令とともに上昇し，
3才で正常成人の平均値にまでt昇する。そして脈アミ
ラーゼの用加と平行すると述べている。本研究において，
両分画の相対的強弱により， PがSより強い{列(P型)，
PがSょη弱い例(S型)， PとSがほぼ等しい例(PS型)
のパタ ーン別に分制し，それぞれの頻度を.幼稚園児，
学宝低学年，学童高学年と各年令群別に比較したが，各lir.
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間に差はみられなかった。これは，アミラーゼ活性が成
人レペルにまで上舛していると思われる 4 才以 I~の幼児，
児童を対象としたためであろう。従って，本研究におけ
るS型， P S型の存符は年令によるものとは汚えられな
い 血清については. 7 ミラーゼ活性の比，~により.脈
アミラーゼ活性が高いもの，唾液アミラーゼ活性が高い
もの，両活性がで事しいものと 3積の型があり.これは遺
伝子の支配を受けているらしいという報告221があるが.
本研究において.アミラーゼアイソザイムパターンに，
{f.令差，性老がみられなかったこと，文.同一試料の保
存による変動がなかったこと，一個体内におけるパター
ンの変動がみられなかったことなどと，あわせ考えて.
今岡，観察された尿中アミラーゼアイソザイムの4般の
パタ ンも， l宣伝的側休業によるものかもしれない。
勝アミラーゼ，唾液アミラーゼの多却は，最近の 述ー
の研究で広く証明されているが，他に，変異相も報作8191101
されている。変異相は正常アイソザイムよりも除隊{I!Iに
倹出される。大槻ら 71161は尿中に正常人と全く移動度の
異なるアミラーゼアイソザイムを発見L.同-1{:系を償
対したところ， 三世代にわたり優位遺伝形式をとる変異
アイソザイムであることを確認したと述べ，又，その頗
&は0.27%であったと鰍??している。本研究においても.
この頻度から，検査した912例中約2例の変異型の発見を
l明待したが， 11列も検出されなかった。
要約
尿中アミラーゼアイソザイムパターンに，どのような
個体差がみられるかを織討するために， 912名の児童のl尿
中アミラーゼアイソ→Fイムを.ポリアクリルアミドゲル
簿層電気泳動法を附いて分析した。その結果，アミラー
ゼアイソザイムが， 2{闘認められるものと 3倒認められ
るものがあった。これら 2f悶あるいは 3個の分l司のうち.
陰極附から敬えて 1，-js;日を P分画 2本目と 3*円をS
分銅と命名した。P分IDJI主脈アミラーゼ S分凶)は唾液
アミラーゼに相泊iする。個体によっで分雨量tが異なるだ
けではなく，各分画の鮮明日Zにも個体去がみられた。l!日
ち得られたZymogramlま， P分間， S各分闘の鮮明度に
おける相対的強弱により. PがSより強い例(P砲)， p 
がSより弱λ例(S型)， pとSがほぼ等しい例(PS型)
ならびに 3分画を認めたi列(PSS~)の 4 つのパターン
に分類できた。パターン月IJ頻度は.p型が77.2%，S型
が8.2%，P S砲が12.1%.P S S型が2.5%であった。又，
尿アミラーゼアイソザイムの変異型は検出されなかったc
稿を終るにのぞみ.アミラーゼアイソザイムの分
析の方法について御ナ旨噂下さいました富山大宇の荻
( 5 ) 
田蒋ー数段及び大阪大学中央臨床険nif~の山村研一
光'Eにl弔<i卸礼申 l1:げます.又UHJ<に際しお側:.l;Ii
下さいました幼稚園町小学校.:i書;種学校の先生方並
びに篠原に御協力ドさいましたリtm.I廻児の皆傑に
心からliJ礼巾し上けます
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Summary 
Amylase isozymes of urine of 912 children were sepalated by the thin layer polyacrylamidegel electrophoresis 
with the purpose of investigating the patterns in individual variation. 
The resul ts were as follows ; 
Two bands were visualised in some and three bands in the others. The first band from cathode was named 
p， the second and third were named S，S and P corresponding to sarivary amylase and pancreatic amylase， 
respectively 
And individual variations were found not only in the number but in the intensity of band. Thus according 
to the zymograms obtained were classified into the four following types. (1) P type， in which P was pre-
dominant. (2) S type， in which S was predominant. (3) PS type， in which P was equal to S. (4) PSS type， 
in which three bands were separated. 
P type amounted to 77.2%of the cases examined; S type， 8.2%; PS type， 12.1%PSS type， 2.5%. 
No variants of amylase isozyme of urine were detected. 
(6 ) 
